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{57) Abstract: The invention relates to semi -allogenic ami gen -presenting cells, in which are introduced proteins and/or peptides, or 

<RNA or DNA or cDNA. coding for said proteins, which are over-expressed in tumour cells, or are derived from autologous tumour 
cells or various tumour cell lines. The invention relates to methods for generation of semi -allogenic, antigen-presenting cells and 
use thereof for treatment of tumour diseases. 
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^2 Zusammenfassung: Die vorliegende liritndung hetrilVt semi-allogene Aniigen-prasemicrendc /ellen. in welche Protcine 
^ und/oder Peptide oder RNA h/w. DNA *»der cDNA. die fur diese Protcine und/oder Peptide codicrcn. die in Tumor/el len 
UhercKprimiert werden *ider die aus auiologcn Tumor/cllcn summon »>der unterschiedlichen Tumor/ell -Union stammen. 
cingchracht sind. Die lirtlndung hetriffi vveiterhin Verfahrcn /.ur l-r/cugung dtcscr semi-alKigenen Aniigcn-priiseniicrcndcn 
Xellen sowtc deren Vcrwendung /.ur Behandlung von Tumorcrkrankungcn.Dic vorliegende Ertlndung botrilTl semi-allogene 
Antigen -prascnticrende Zellen. in welche Protcine und/oder Peptide oder RNA bzw. DNA odcr cDNA. die fur diese Proicine 
Q und/oder Peptide codieren. die in Tumorxcllcn Ubcrcxprimtcrt werden oder die aus autologen Tumorzellcn stammen oder 
^ unterschiedlichen Tumoral I- Linicn stammen. cingchracht sind. Die Erfindung betrifft weitcmin Verfahrcn zur Erzeugung dicser 
semi-alJogcncn Antigen -pniscnlie re nden Zellen sowic deren Verwendung zur Behandlung von Tumorcrkrankungen. 
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Semi-allogene Antitumor- Vakzine mil HLA-haplo-identischen Antigen- 

prasentierenden Zellen 

Die voriiegende Erfindung betrifft semi-allogene Antigen -prasentierende Zellen, in welche 
Proteine und/oder Peptide oder RNA bzw. DNA oder cDNA, die fur diese Proteine 
und/oder Peptide codieren, die in Tumorzellen uberexprirniert werden oder die aus Tumor- 
zellen stammen, eingebracht sind Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Erzeu- 
gung dieser semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen sowie deren Verwendung zur 
Behandlung von Tumorericrankungen. 

Drei kurzlich erfolgte Entwicklungen legen nahe, daB zellvermittelte Immunreaktionen zu 
einer betrachtlichen Verminderung der Tumorbelastung und zu einer ebenso betrachtlichen 
VerlSngerung der XJberiebenszeit der Patienten bei Tumorerkrankungen, wie beispielswei- 
se einem metastasierenden Nierenzellkarzinom (Metastatic Renal Cell Carcinoma = 
mRCC), fuhren konnea Klinische Daten haben bereits Erfolge fur mRCC gezeigt, jedoch 
ist auch eine Obertragung derselbea Prinzipien auf andere Tumoren denkbar. Im Folgen- 
den werden drei Entwicklungen beschrieben, die den Ausgangspunkt fur den erfindungs- 
gemaBen Ansatz bilden. 

I. Allogene Knochenmarkstransplantation zur Beliandlung des metastasierenden Nie- 
renzellkarzinoms 

Nierenzellkarzinom-Patienten, die einer allogenen Knochenmarkstransplantation unterwor- 
fen werden, konnen in 53 % der Falle eine Voll- oder Teil-Remission erreichen (1). Die 
Lebenserwartung kann betrachtlich von einigen Monaten auf mehrere Jahre erhoht werden. 
Wahrend bedeutende Tumorbelastungen beseitigt werden konnen, entwickeln 53 % der 
Patienten die Graft- vers us-host-Krankheit (GVHD), die mit einer GVHD-assoziierten 
Sterblichkeit von 5 % verbunden ist. 
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Der Mechanismus der Tumorruckbildung ist vermutlich mit dem vergleichbar, der mit der 
Eliminierung hamatologischer Malignome im AaschJuB an eine allogene Knochenmarks- 
transplantation (BMT) verbunden ist (2). Aktivierte T-Lymphozyten erkennen Liganden, 
die aus Peptiden, die von einem in Tumorzellen exprimierten Protein abstammen, und 
MHC-Molekulen (sowohl des Klasse I- als auch des Klasse II-Typs) bestehen. Die MHC- 
Proteine werden in drei Gnippen eingeteilt, von denen zwei Gruppen, namlich die MHC- 
Proteine der Klasse I und 11, in der vorliegenden Erfindung von besonderer Bedeutung 
sind Bei Menschen werden die MHC-Klasse I-Proteine als HLA-A, -B, -C bezeichnet Sie 
werden auf fast alien Korperzellen exprimiert und stellen starke Transplantationsantigene 
mit hochgradigem Polymorphismus dar. Die MHC-Klasse II-Proteine beim Menschen sind 
HLA-DP, -DQ, -DR und werden beispielsweise auf dendritischen Zellen und stimulierten 
Makrophagen exprimiert und stellen ebenfalls Transplantationsantigene mit hochgradigem 
Polymorphismus dar. 

Die Erkennung der Liganden aktiviertin verschiedenen T-Zellen EfFektorfunktionen (bei- 
spielsweise Cytokin-S ezernierung und Zytotoxizitat), wodurch eine Zerstorung von Tu- 
morzellen erfolgt Die parallele Aktivierung von T-Zellen, die Liganden aus MHC und 
nicht Tumor-assoziierten Peptiden erkennen (dh. Alloreaktionen), kann durch Sezernie- 
rung von Entzundungs-Cytokinen, die wiederum Antitumor-Reaktionen unterstiitzen, zu 
einer optimalen Immunreaktion beitragen. Die Reaktionen dieser Zellen spielen jedoch 
ebenfalls eine Rolle bei der GVHD. 

EL Hybrid- Vakzine unter Venvendung von autologen Tumorzellen und allogenen 
dendritischen Zellen (DC) 

Kugler et al. (3, 4) haben gezeigt, daC mRCC-Patienten mit Hybrid- Vakzinen ,, vakziniert M 
werden konnen, die aus flzsionierten allogenen dendiitischen Zellen und autologen Tumor- 
Zellen von nichtverwandten Individuen bestehen. Im Anschlufi an die " Vakzinierung" zei- 
gen die Patienten eine deutliche Abnahme der Tumorbelastung. Weniger Patienten errei- 
chen eine vollstandige Remission im Vergleich zu Ansatz I, eine gesteigerte Lebenser- 
wartung wurde bis jetzt nicht festgestellt. Im Gegensatz zur Behandlung bei Ansatz I zeigt 



WO 02/074338 



3 



PCT/EP02/02595 



der Hybrid-Vakzin-Ansatz jedoch keine oder nur geringe Toxizitat Einige Tumor- 
Patientcu eriitten nach dem Eade der Vakzinierung einen Ruckfall, der vemiutlich auf die 
fehlende Aufrechterhaltung von Langzeit-T-Zell-Reaktionen zuruckzufuhren ist. Dieses 
Problem kann durch kontinuierliche Vakzinierung eventuell uberwunden werden, jedoch 
ist die Vakzinierung durch die Verfugbarkeit von Tumorzellen beschrankt, die als Fusions- 
partner fur die allogenen dendritischen Zellen dienen. Soniit ist keine weitere Behandlung 
moglich, wenn die Tumorzellen zur Neige gehen. 

Ill- Aus Tumorzellen gewonnene RNA zur Erzeugung von Vakzinen auf Grundlage 
von autologen DCs 

Gilboa und Mitarbeiter (5-8) haben eine Strategic zum Primen von autologen DCs mit au- 
tologer, aus Tumorzellen gewonnener RNA entwickelt, die von DCs aufgenommen, in ein 
Protein translatiert und zu Peptiden zur Presentation mit autologen MHC Klasse I und 
Klasse II-Molekulen verarbeitet werden kann. Um eine unbegrenzte Quelle an Material 
zum DC-Pulsen bereitzustellen, wird RNA aus Tumorzellen zu cDNA rucktranskribiert, 
die dann als eine Matrize zur in vitro-Transkription weiterer RNA dient Eine PCR- 
Amplifizierung ermoglicht die Erzeugung von unbes chranktem Material. Die Expression 
von aus Tumoren gewonnener RNA in autologen DCs ermoglicht, dafi MHC-Peptid- 
Liganden an der DC-2^elloberflache exprimiert werden, die denjenigen entsprechen, die auf 
der Tumorzell-Oberflache zu finden sind Die co-stimulatorischen Molekule der DC und 
die Cytokine, die sie produziert, ermoglichen eine optimale Stimulierung von T-Zell- 
Reaktionen. Diese Vakzine zeigen keine oder nur geringe Toxizitat, jedoch wurde bis zum 
heutigen Tage keine mit I und II vergleichbare Ruckbildung publiziert. Dies kann auf das 
Fehlen von allo-responsiven T-Zellen zuruckzufiihren sein, die in einem autologen System 
nicht aktiviert sind. 

Zusammenfassend bleibt festzustellen, daB die konventionellen Therapieansatze unter be- 
trachtlichen Nachteilen leiden, die einen dauerhaften therapeutischen Erfolg veihindem 
oder schwerwiegende unerwunschte Wirkungen mit sich bringen. 
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So leidet, wie bereits oben dargelegt, der Ansatz I unter dcm Risiko der Entstehung-der 
GVHD, die in 53 % der Falle auftritt und teilweise mit einem tfidlichem Ausgang verbun- 
den ist. 

Der unter II beschriebene Ansatz (Kugler et al) weist den Nachteil auf, daB lebensfahige 
Tumoizellen des Patienten benotigt werden, um die MHC-Peptid-Liganden bereitzustellen 
und ist somit in seiner Anwendungs dauer staik eingeschrankt. 

Die Therapie von Gilboa und Mitarbeiter weist zwar nur geringe Toxizitat au£ es wurde 
jedoch bis jetzt keine nennenswerte Tnmorruckbildnng publiziert 

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Antigen-prasentierende Zellen bereit 
zu stellen, die die vorstehenden Nachteile vermeiden und so in der Therapie von Tumorer- 
krankungen verwendbar sind. 

Diese Aufgabe wird durch die in den unabhangigen Anspriichen dargelegten Merkmale 
gelost Bevorzugte Ausfiihrungsfonnen sind in den abhangigen Anspruchen angegeben. 

Durch Einsatz von semi -all ogenen Antigen-prasentierenden Zellen, in die Proteine 
und/oder Peptide oder RNA bzw. DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder Pepti- 
de codieren, die in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die axis autologen Tumorzel- 
len oder aus mehreren unt ers chiedlichen Tumorzell-Linien stammen, eingebracht wurden, 
kann eine fur die Behandlung von Tumorerkrankungen vorteilhafte Immunreaktion er- 
reicht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Erzeugung dieser semi-allogenen Antigen- 
prasentierenden Zellen weist, anders als der Ansatz von Kugler et al., den Vorteil auf, daB 
keine Elektrofiision erforderlich ist. Die Funktion der Antigen-prasentierenden Zellen wird 
daher nicht durch Elektrofiision gestort. Eine Elektrofiision kann deswegen vermieden 
werden, weil die Transfektion beispielsweise mit RNA die naturliche Fahigkeit von Anti- 
gen-prasentierenden Zellen ausnutzt, derartige Molekule aufeunehmen. 
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Die erfindungsgemaBe Strategic, d.h. der Einsatz einer semi-allogenen Vakzine, hringt eine 
erhShte Effizienz der Presentation von Liganden bestehend aus MHC und Tumor- 
assoziiertem Peptid mit sich. Nur ungefahr 10% Hybridzellen werden bei dem Ansatz von 
Kugler et al. erzeugt, wohingegen erfindungsgemaB ein wesentlich hoherer Prozentsatz an 
Antigen-prasentierenden Zellen, die Peptid-Liganden exprixnieren, erzeugt werden kann. 

Dabei ist der gemafi einer bevorzugten Aus fuhrungsf oiin zur (unbegrenzten) Erzeugung 
von Tumor-assoziierter RNA verwendete Ansatz besonders vorteilhaft, mit dem z. B. 
RNA aus autologen Tumorzellen in cDNA rucktranskribiert, die cDNA mit Hilfe der PCR 
amplifiziert und anschhefiend die cDNA in RNA transkribiert wird. 
Dieser erfindungsgemaBe Ansatz weist den Vorteil auf, daB bereits kleine Mengen von 
Tumorzellen ausreichend RNA lief em konnen, urn eine unbegrenzte cDNA-Quelle fur die 
in vitro RNA-Transkription zu bilden. Ein Pulsen auf RNA-Grundlage ermoglicht es da- 
her, die mit der beschrankten Anzahl von Tumorzellen einhergehenden Nachteile zu ver- 
meiden. Dauerhafte Moglichkeiten, Vakzinierungen durchzufuhren, verbessem die Reakti- 
onsgeschwindigkeiten und deren Langlebigkeit im Vergleich mit beispielsweise dem An- 
satz von Kugler et al. 

Die den MHC-Molekuien der Patienten nicht entsprechenden MHC-Molekule von semi- 
allogenen Antigen-prasentierenden Zellen stellen einen Stimulus fur Allo-Reaktionen dar. 
Durch Einsatz semi-allogener Antigen-prasentierender Zellen wird daher im Vergleich zur 
Verwendung autologer Zellen eine verstaikte Immunreaktion hervorgerufen. Trotzdem ist 
die Toxizitat der erfindungsgemaBen Vakzine weit geringer als bei den bisher beschriebe- 
nen Ansatzen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung von semi-allogenen dendritischen Zellen stellt so das 
notwendige MHC-Matching des Ansatzes von Gilboa et al. bereit, vermeidet jedoch den 
mit dem Einsatz von autologen dendritisclien Zellen einhergehenden Nachteil einer schwa- 
chen Funktion der autologen dendritischen Zellen, die oftmals mit einer fortgeschrittenen 
Erkrankung bei Krebspatienten verbunden ist. 

ErfindungsgemaB werden Antigen-prasentierende Zellen aus Individuen prapariert, die 
bezuglich des Patienten semi -all og en sind. Dies ist dann der Fall, wenn die MHC- 
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Molekule von Antigen-prasentierenden Zellea eines verwandten Spenders, beispfelsweise 
von Vater, Mutter, Geschwisteni oder Kindeni, den MHC-Moiekulen des Patienten zu 
50% entsprechen. Dies kann schematisch wie foigt dargestelit werden: Wenn das Patien- 
ten-HLA die Allele a+c aufweist, muss en Familienangehorige als potentielle Spender fol- 
gende Allel-Varianten aufweisen: 

Eltern: HLA-ab oder cd 

Geschwister: HLA-ad oder be 
Kinder: HLA-ae, af, ce, cf 

(Mutter = HLA-ef) 

Die vorgenannten semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen sind insofern bezuglich 
denjenigen des Patienten HLA-haploidentisch und konnen deswegen auch als HLA- 
haploidentische Antigen-prasentierende Zellen bezeichnet werden. 

HLA-haploidentische Antigen-prasentierende Zellen teilen Klasse I-(HLA-A, B und C) 
Molekule mit dem Patienten, die von den HLA-A, B und C-Allelen eines Chromosoms 
codiert werden. Sie teilen ebenfalls Klasse E-Molekule (HLA-DR, DQ und DP) mit dem 
Patienten, die durch die entsprechenden Allele desselben Chromosoms codiert werden. 

Nach der Isolierung der semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen werden in diese 
Proteine und/oder Peptide oder RNA bzw. DNA oder cDNA oder cRNA, die fur diese 
Proteine und/oder Peptide codieren, aus autologen Tumorzellen eingebracht. In einer wei- 
teren Ausfuhrungsform werden Proteine und/oder Peptide oder RNA, DNA, cDNA oder 
cRNA, die fur diese Proteine und/oder Peptide kodieren, eingebracht, die in Tumorzellen 
uberexprimiert werden. Dabei handelt es sich urn tumordefinierte Antigene, d. h. Antigene, 
die fur Tumorzellen spezifisch sind und in den Tumorzellen starker exprimiert werden 
bzw. deutlich starker exprimiert werden als in Normalzellen. Bevorzugt werden derartige 
tumordefinierte Antigene ausgewahlt aus Onkogenen, beispielsweise HER2/neu, Protei- 
nen, die dem Tumor einen Wachstumsvorteil verschaffen und/oder sein Oberleben sichern, 
z. B. PSMA, Zellzyklusregulationsproteinen, Trans kriptionsfaktoren, z. B. WT-1, Muci 
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iien, bevorzugt MUC1, Proteinen, die in der Regulation der Zellteilung involviertsind, 
bevorzugt Telomerase. Es versteht sich von selbst, dafi die hier genannten Proteine, Pepti- 
de, RNA, DNA, cDNA und cRNA auch rekombinant herstellbar und einsetzbar sind. 

Als Folge prasentieren die Antigen-prasentierenden Zellen einen Liganden aus MHC und 
Tumor-assoziiertem Peptid, der von T-Zellen erkannt wird und daher eine gegen den au- 
tologen Tumor gerichtete Immunreaktion auslost. 

Gemafl einer bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist die Verwendung von Antigen- 
prasentierenden Zellen zweier unterschiedlicher semi-allogener Spender (d.h. beispielswei- 
se Mutter und Vater) voi£esehen, so dafi die durch die semi-allogenen DCs prasentierten 
MHC's alle potentiellen MHC Klasse I und Klasse H-Molekule des Patienten umfassen. 
Das zweite Chromosom jedes Spenders codiert zusatzlich allogene MHC-Molekule, die 
zur Induktion von Allo-Reaktionen dienen konnen. 

Urn MHC Klasse I und Klasse II-Peptid-Liganden bereitzustellen, die denjenigen der Pati- 
enten-Tumorzellen entsprechen, wird die bereits bekannte Strategic von Gilboa und Mitar- 
beiter angewendet, urn eine unbegrenzte Quelle von aus Tumoren gewonnener RNA 211m 
Pulsen Antigen-prasentierender Zellen herzustellen. Eine gleicbwertige Moglichkeit be- 
steht darin, die semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen mit anderen Antigen- 
Quellen, wie beispielsweise Peptidenund Proteinen, zu pulsen (9). 

GemaB einer Ausfuhrungsform der Erfindung stammen die Proteine und/oder Peptide oder 
RNA bzw. DNA, cDNA oder cRNA die fur diese Proteine und/oder Peptide codieren, die 
in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die aus autologen Tumorzellen stammen, aus 
Tumorzellen, bevorzugt autologen Tumorzellen bzw. werden in diesen Tumorzellen uber- 
exprimiert, wobei die Tumorzellen umfassen: Zellen aus mesenchymalen Tumoren, z. B. 
Zellen aus Sarkomen, Karzinomen, bevorzugt Ovarial-, Mamma- und Nierenzellkarzino- 
men, Tumorzellen des blutbildenden Systems, bevorzugt Zellen aus Leukamien und 
Lymphomen, Zellen aus epithelealen Tumoren, Zellen aus ektodermalen Tumoren, z. B. 
Melanome, und Zellen aus embryonalen Tumoren aus undifferenziertem Gewebe, bevor- 
zugt Biastome und Teratome. Ein Beispiei ist das hier naher untersuchte Nierenzellkarzi- 
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nom, insbesondere das metastatische Nierenzellkarzinom. Die semi-allogenen Antigen- 
prasentierenden Zellen der Erfindung konnen dann zur Behandlung der Tumoren einge- 
setzt werdcn. 

Wie bereits oben angesprochen, kann die zur Aufhahme in die Antigen-prasentierenden 
Zellen vorgesehene RNA aus autologen Tumorzellen zur unbegrenzten Vermehrung in 
cDNA rucktranskribiert, die cDNA mit Hilfe der PCR amplifiziert und ansclilieBend die 
cDNA in RNA transkribiert wird. 

Die Verabreichung der erfindungsgemafien Antigen-prasentierenden Zellen erfolgt intra- 
venos, subkutan oder intramuskular, wobei eine subkutane Injektion beyorzugt wird. 

Zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung sind alle Arten von Antigen- 
prasentierenden Zellen einsetzbar. Diese schlieBen insbesondere Monocyten/Makrophagen 
und dendritische Zellen ein, wobei Letztere bevorzugt werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht darin, anstatt der Bestandteile au- 
tologer Tumorzellen einen Pool von Bestandteilen mehrerer unterschiedlicher Tumorzell- 
Linien einzusetzen, der in die semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen eingebracht 
wird. Diese konnen dann als Vakzine in der Tumorbehandlung eingesetzt werden. Urn eine 
derartige "generische" Vakzine zu bilden ist es vorteilhaft, beispielsweise einen Pool von 
cDNA, wie oben beschrieben, von 3-5 unterschiedlichen RCCs herzustellen, der dann fur 
alle Patienten verwendet werden kann. Denn es ist davon auszugehen, da/3 die meisten tu- 
morspezifischen T-Zellen, die gegen derartige Pool-gepulste Antigen-prasentierende Zel- 
len geprimed werden, autologe Tumorzellen aufgrund der Tatsache erkennen konnen, daB 
sie gemeinsame Peptid-MHC-Liganden aufweisen. Dies bedeutet, daB es ausreicht, ein 
einziges Produkt (dh. eine generische cDNA und ihre entsprechende in vitro transkribierte 
cRNA) unter GMP-Bedingungen (GMP = Good Manufacturing Practice) zu erzeugen. 
Dann muBen nur noch die semi-allogenen dendritischen Zellen fur jeden Patienten, der mit 
der erfindungsgemaBen Vakzin-Therapie behandelt werden soil, unter GMP-Bedingungen 
prapariert werden. 
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Die vorliegende Erfindung umfasst zuletzt eine phannazeutische ZusammensetzuBg, die 
die oben beschriebenen semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen enthalt, wobei die 
Zusammensetzung vorzugsweise in Form einer Vakzine vorliegt. 
In den Abbildungen zeigen: 

Abb. 1 das Prinzip der Erzeugung einer allogenen Tumorvakzine nach Kugler et aL, bei 
dem eine autologe Tumorzelle und eine allogene dendritische Zelle von nichtver- 
wandten Individuen fusioniert werden, 

Abb.2 den erfindungsgemaBen Ansatz, bei dem eine semi-aliogene Vakzine unter Ver- 

wendung von HLA-haploidentischen Antigen-prasentierenden Zellen erzeugt wird 

Die haploidentische Vakzine weist Folgendes auf: 

Liganden aus MHC und T AA-(Tumor-as s ozii ertem Antigen-) Peptid fur die 
Halfte der Patienten- Allele. 

AUe Allele konnen unter Verwendung von zwei haploidentischen DC- 
Zubereitungen gemateht werden 

HLA-misgematchte MHC-Peptid-Liganden zur Stimulierung von Alloreak- 
tionen xmd von T-Helferzellen 

Von DCs stammende co-stimulatorische Molekule und Cytokine zur opti- 
malen Unterstutzung der Immunreaktionen (diese sind in der Abb. als „Y" 
wiedergegeben) 

Im Folgenden werden die Grundgedanken der Erfindung sowie Testmodelle zu deren Ver- 
anschaulichung am Beispiel von dendritischen Zellen ausfuhrlicher beschrieben. 

Es werden zwei Modellsysteme verwendet, um die Prinzipien dieses Ansatzes zu verdeut- 
lichen. Das erste verwendet einen gut charakterisierten Satz an Reagenzien aus einem Me- 
lanom-Modell, das zweite einen Satz an Reagenzien aus einem Nierenzellkarzinom- 
Modell. Das Melanommodell weist den Vorteil auf, daB das vom T-Zellrezeptor (TCR) 
erkannte Epitop (MHC-Peptid Ligand) des Testklones (Tyr-F8) identifizieit wurde; dies 
macht es moglich, die Effizienz der Antigen-Prasentation durch Antigen-prSsentierende 
Zellen, wie beispielsweise dendritische Zellen, in einer quantitativeren Weise zu untersu- 
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chen. Das Epitop fur einen Nierenzellkamnom-spezifisclien T-Zell-Klon (TIL^IS) wurde 
bis jetzt nicht identifiziert, jedoch veiwenden diese zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) 
hochcharakteristische TCR, die identifiziert und in vitro mit dem Verfahren der Echtzeit 
RT-PCR auf Grundlage der Molekularsequenz der TCR CDR3 -Region quantifiziert wer- 
den konnen. Dies ermoglicht es, die funktionelle Priming-Kapazitat der dendritischen Zel- 
len zu identifizieren, indem die T-Zellen durch diese charakteristischen TCR-Sequenzen 
identifiziert warden. In Kombination konnen diese beiden Modelle verwendet werden, urn 
die Spezifitat nnd die Effizienz dieses Systems zum Prasentieren von tumorassoziierten 
Peptiden auf der Oberflache von beispielsweise dendritischen Zellen und zur Aktivierung 
von spezifischen T-Zeil-Reaktionen in vitro zu demonstrieren. Diese essentiellen Experi- 
mente beweisen noch vor Einleitung der klinischen Phase I/H das Funktionieren des der 
Erfindung zu Grunde liegenden Prinzips. 

Melanomsystem 

Die Reagenzien fur dieses Modellsystem wurden von Professor Peter Schrier (Universitat 
Leiden) bezogen. Ein HLA-A*020 1 -restringierter CTL-Klon (Tyr F8) wurde von einem 
Patienten mit f ortges chrittenem Melanom isoliert Eine autologe Melanom-Tumorzell- 
Linie wurde ebenfalls von dem Patients isoliert Der spezifische Ligand, &h. das aus ei- 
nem Tumor-assoziierten Protein gewonnene Peptid, ist bekannt; es wird aus Tyrosinase, 
einem Enzym, das in gesunden Melanozyten in normalem Spiegel exprimiert wird, das 
jedoch in Melanom-Zellen uberexprimiert wird, gewonnen. Das prasentierende MHC- 
MolekQl wurde als von dem HLA-A*020 1 -AUel codiert identifiziert. Die cDNA fur Tyro- 
sinase ist verfugbar, das exakte, aus dem Tyrosinase-Protein gewonnene neun- 
Aminosaure-Peptid, das auf der Peptid-Bindungs-Rille des HLA-A2-Molekuls vorliegt, ist 
bekannt und der Tyr F8 T-Zell-Klon ist verfugbar (10). 

Der allgemeine Ansatz des Experiments besteht zunachst darin, RNA aus der Melanom- 
Linie zu praparieren und dann cDNA durch reverse Trans kription herzustellen. Diese 
cDNA wird dann amplifiziert und als eine Matrize zur Herstellung von in vitro transkri- 
bierter RNA (cRNA) verwendet Die cRNA wird zum Pulsen von HLA-A2-positiven 
dendritischen Zellen (11, 12) verwendet Diese dendritischen Zellen werden die cRNA 
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aufhehmen, und sie dann in Proteine translatieren, wovon ein Protein das Tyrosinase- 
Enzym sein sollte. Das Tyrosin-Protein wird intrazeilular in den dendritischen Zellen zu 
Peptid-Bruchstiicken verarbeitet und das spezifische neim-Aminosaure-Epitop wird im 
endoplasmatischen Retikulum der dendritischen Zellen auf neu synthetisierte HLA-A2- 
Molekule aufgeladen. Diese MHC-Peptid-Komplexe werden dann zur Plasmamembran der 
dendritischen Zelle transportiert, wo sie durch T-Zellen erkannt werden konnen. Tyr F8- 
Zelien, die den geeigneten MHC-Peptid-Komplex auf der DC-Oberflache erkennen, rea- 
gieren durch Sezemieren von Interferon-Gamma und durch Aktivieren des zytolytischen 
Mechanismus, der es ihnen ennoglicht, die dendritische Zelle abzutoten. Diese Aktivie- 
rung kann durch eine ELISA-Detektion der Merferon-Gamma-Sezemierung durch den 
Tyr F8-Klon oder durch Verwendung eines Standard-Chrom-Freisetzung-Assay bestimmt 
werden, indem die dendritischen Zellen als Zielzellen markiert werden und indem ihre 
Lysis in Gegenwart von Tyr F8-Zellen gemessen wird Die Aktivxerung der Tyr F8-Zellen 
ist sehr spezifisch, so daB MHC-Molekule, die von anderen Proteinen als Tyrosinase ge- 
wonnene Peptide tragen, die Tyr FS-Zellen nicht aktivieren konnen und einbestimmter 
Grenzwert dieser spezifischen MHC-Tyrosinase-Peptid-Komplexe muB durch die DC pra- 
sentiert werden, urn die Tyr F8-Zellen optimal zu stimulieren 

Um zu bestimmen, ob die originale cRNA das notwendige Startmaterial bereitstellen kann, 
urn der dendritischen Zelle die Ausfuhrung all dieser Schritte zu ermoglichen, werden 
cRNA gepulste dendritische Zellen als stimulierende Zellen zur Aktivierung der Tyr FS- 
Zellen verwendet Weil die Melanomtumorzellen eine Vielzahl unterschiedlicher RNAs 
liefem, reprasentieren Transkripte fur Tyrosinase nur einen Bestandteil eines viel groBeren 
Pools. Die Fahigkeit dieses gemischten cRNA-Pools zur Bereitstellung des Tyrosinase- 
Epitops kann mit cRNA verglichen werden, die aus der isolierten Tyrosinase cDNA (dh. 
nur eine RNA-Spezies) hergestellt wurde. Eine relative Beurteilung des Spiegels an HLA- 
A2-Tyrosinase-Peptid-Komplexen kann durch Pulsen von dendritischen Zellen mit variie- 
renden Mengen an Test-cRNA und durch einen Vergleich derer stimulatorischen Fahig- 
keiten mit dendritischen Zellen erfolgen, die mit unterschiedlichen bekannten Mengen ei- 
nes synthetischen Peptids gepulst wurde, das das neun-Aminosaure-Epitop von Tyrosinase 
darstellt Der Grenzwert, bei dem die Tyr F8-Zellen nicht mehr langer den korrekten 
MHC-Peptid-Komplex nachweisen konnen, kann durch Bestimmung der von Tyr F8- 
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Zellen freigesetzten Meage an Interferon-Gamma unter Verwendung eines spezrfischen 
ELISA-Assays nachgewiesen werden. 

NierenzeUkarzinom-System 

Diese Reagenzien wurden von den Erfindem erzeugt Eine Nier enzellkarzinom-spczifis che 
CTL-Linie wurde von einem Nierenzellkarzinom-Patienten isoliert und T-Zell-Klone wur- 
den aus dieser T-Zell-Linie gewonnen (TIL-26). Autologe Tumorzellen wurden ebenfalls 
von dies em Patienten gewonnen (RCC-26). Das MHC-Restriktionsmolekul, das ein Tu- 
mor-assoziiertes Peptid prasentiert und das von RCC-26-Zellen dargeboten wurde, wurde 
als das von HLA-A*0201-codierte Molekul identifizierL Wenn die TEL-26-Zellen den au- 
tologen RCC-26 Tumorzellen ausgesetzt wurden, wurden sie zum Sezemieren von Interfe- 
ron-Gamma aktiviert und sie waren dazu in der Lage, die autologen RCC-26 Tumorzellen 
zulysieren(13). 

Der allgemeine Entwurf dieses Experiments ist dem fur das Melanom-System beschriebe- 
nen ahnlich. Im ersten Schritt wird RNA aus RCC-26 Zellen hergestellt und cDNA wird 
durch reverse Transkription hergestellt Diese dient als die Matrize zur Erzeugung von 
cRNA durch in vitro Transkription. Die cRNA wird zum Pulsen der dendritischen Zellen 
verwendet und diese dendritischen Zellen werden auf ihre Fahigkeit hin uberpruft, die TEL- 
26-Zellen zur Sekretion von Interferon-Gamma zu aktivieren. Die dendritischen Zellen 
werden ebenfalls im AnschluC an das Pulsen mit cRNA, die von RCC-26 Zellen stammte, 
in zytotoxischen Assays unter Verwendung von aktivierten TTL-26 Zellen als Zielzellen 
beurteilt Die Effizienz der Stimulierung der dendritischen Zellen kann mit derjenigen der 
RCC-26 Zellen bei Assays verglichen werden, die die Interferon-Gamma-Sekretion durch 
die TIL-26 Zellen messen und als Zielzellen in Zytotoxizitats-Assays. 

Diese beiden Experimentreihen zeigen deutlich, daB die Verfahren zur Erzeugung von 
MHC-Peptid-Komplexen unter Verwendung einer cRNA-gepulsten allogenen (HLA- 
A*020l) dendritischen Zelle funktionieren. 
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Induktion von T-Zell-Reaktionen durch cRNA-gepulste alio gene dendritische Zellen: 

Um die Fahigkeit der cRNA-gepulsten dendritischen Zellen zum Primen von allogenen T- 
Zellen zu beurteilen, werden zwei Experimente in vitro durchgefuhrt Zuerst wurde ge- 
zeigt, da/3 naive T-Zellen aus Spender DS (DS = anonymer Spender) in vitro mit RCC-26 
Tumorzellen geprimed werden konnen, um ein Epitop zu erkennen, das offensichtlich das- 
selbe ist, wie das von TIL-26 (14) erkannte Epitop. Wie TIL-26 Zellen exprimieren die T- 
Zellen von Spender DS TCRa-Ketten, die zu den von TIL-26 Zellen exprimierten (15) 
hochgradig homolog sind. Die TCR-Sequenz dieser T-Zellen kann durch Isolierung von 
RNA aus einer Testprobe und unter Verwendung von TCR-spezifischen Primern zur Ana- 
lyse der Transkriptmenge in der Probe unter Verwendung des Verfahrens der Echtzeit RT- 
PCR (14) quantifiziert werden Zuerst werden allogene HLA-A*0201 -positive dendritische 
Zellen, die mit cRNA (aus RCC-26 gewonnen) gepulst werden, als stimulierende Zellen in 
gemischten Lymphozyten-Kulturen unter Verwendung peripherer Blut-Lymphozyten 
(PBL) von Spender DS als reagierende Zellen verwendet. Das Auftreten der Marker 
(V a20) T-Zellen, die das auch von TIL-26 Zellen erkannte Epitop erkennen, wird uber- 
wacht, indem nach Zunahmen von Transkripten mit charakteristischen Va20-Sequenzen 
gesucht wird. Eine quantitative Bestimmung kann unter Verwendung einer Echtzeit RT- 
PCR durchgefuhrt werden, die die Haufigkeit derartiger Transkripte in den unstimulieiten 
PBL und im AnschluB an eine Stimulierung mit den cRNA-gepulsten dendritischen Zellen 
in vitro nach verschiedenen Umlaufen der Restimulation vergleicht. Autologe dendritische 
Zellen, die aus Spender DS gewonnen wurden, die mit cRNA (RCC-26-gewonnen) gepulst 
sind, werden als Zielzellen verwendet und direkt mit RCC-26 Tumorzellen veiglichen, 
indem als zytotoxische Effektorzellen die mit cRNA-gepulsten dendritischen Zellen 
geprimten PBL versus mit intakten RCC-26 Tumorzellen geprimte PBL verwendet wer- 
den. 

Als zweites Testsystem werden T-Zellen von einem HLA-A*0201 -Spender mit cKNA- 
gepulsten (aus einem Melanom gewonnenen) dendritischen Zellen stimuliert, die von ei- 
nem Spender gewonnen wurden, der HLA-A*0201 in gemischten Lymphozyten- 
dendritischen Zell-Kulturen exprimiert Die Entwicklung von T-Zellen, die den Tyros in- 
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spezifischen Liganden erkennen, wird durch StandarddurchfluBzytometrie unter Yeiwen- 
dung von HLA-A2-Tyrosinase-Peptid-spezifischen Tetrameren (16) beurteilt. 

Pulsen von dendritischen Zellen mit geniischten cRNA-Proben: 

Es wird gegenwartig angenommen, daB Immunreaktionen, die gegen multiple Epitope er- 
zeugt werden, die beste Moglichkeit zur Eliminierung von Tumorzellen und zum Schutz 
gegen einen Tumor-Ruckfall darstellen. Dies basiert auf der Beobachtungen, daB in vivo 
gegen individuelle MHC-Peptid-Liganden geprimte CTL zur Exzeugung von CTL gefiihrt 
haben, die fur den MHC-Peptid-Liganden spezifisch sind und in einigen Fallen zur Tumor- 
Ruckentwicklung gefuhrt haben. Es konnen jedoch Tumorvarianten entstehen, die nicht 
mehr langer die MHC-Molekule exprimieren und nicht mehr langer das Protein exprimie- 
ren, aus dem das spezifische Peptid gewonnen wird Wenn CTL's mit Spezifitaten fur viele 
unterschiedliche MHC-Peptid-Liganden erzeugt werden, dann ist die Entstehung von Tu- 
morvarianten in geringerem Mafle moglich, weil individuelle Tumorzellen unterschiedli- 
che Mutationen in alien MHC-Molekixlen und Proteinen, die Peptide bereitstellen, expri- 
mieren muBten, urn der Erkennung durch CTL mit vielen unterschiedlichen Spezifitaten zu 
entgehen. 

Es ist deswegen optimal, cRNA aus mehreren Tumorzell-Iinien zu poolen, urn viele unter- 
schiedliche Tumor-assoziierte Peptide fur einen IinmunangrifFbereitzustellen. Ahnlich ist 
es auch besser, mehrere unterschiedliche MHC-Molekule zu verwenden, die von den rea- 
gierenden T-Zellen und den stimulierenden dendritischen Zellen geteilt werden. Dies wird 
in der hier beschriebenen Strategic erreicht, indem HLA-haplo-identische dendritische 
Zellen, die von Familienmitgliedem des Spenders der T-Zellen gewonnen werden, wie 
unten beschrieben verwendet werden. Dabei muB jedoch sichergestellt werden, daB durch 
Poolen von cRNA aus unterschiedlichen Tumoren die erforderliche Dichte an MHC- 
Peptid-Liganden, die fur spezielle Epitope auf einer Tumorzell-Linie charakteristisch sind, 
noch eihalten bleibt Dies kann experimentell erreicht werden, indem cRNA aus der Mela- 
nomlinie mit cRNA aus der RCC-26 Linie kombiniert wird Diese gepoolte cRNA wird 
dann zum Pulsen von allogenen (HLA-A*0201-positiven) dendritischen Zellen und zur 
Beurteilung verwendet, ob diese dendritischen Zellen noch zur Aktivierung sowohl des 
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Melanom-spezifischen CTL-Klones, namlich Tyr F8, als auch des RCC-spezifischen Klo- 
nes, namlich TDL-26, in der Lage sind Wenn dieses Experiment zeigt, dafl gepoolte cRNA 
(in einem Verhaltnis von 1: 1 aus den beiden Tumor-cRNAs gemischt) zur Akti vierung 
beider T-Zell-Klone funktioniert, dann konnen Variationen im Verhaltnis der beiden 
cRNAs verwendet werden, urn den Grad zu bestimmen, in dem eine einzelne cRNA-Probe 
verdunnt werden kann und noch zur DC-Prozessierung bzw. -Verarbeitung und Prasenta- 
tion funktioniert Auf Grundlage gepoolter cRNA aus mehreren unterschiedlichen Tumor- 
linien (beispielsweise drei RCC-Linien) wird dann eine Vakzine erzeugt und diesem Pool 
wird zusatzliche cRNAs zugesetzt, die aus bekannten, in verschiedenen Nierenzellkarzi- 
nomen exprimierten Genen gewonnen werden, die ebenfalls potentielle Zielmolekule fur 
spezifische CTL's darstellen. Diese konnten HER2/neu, MUC1, PSMA, WT-1, Telomera- 
" se und mehrere weitere Kandidaten einschliefien (9). Der Einflufl des Zusatzes dieser indi- 
viduellen cRNA-Spezies kann uberpruft werden, indem sie der cRNA von RCC-26 zuge- 
setzt wird und indem die Fahigkeit der gepulsten dendritischen Zellen beurteilt wird, TIL- 
26-Zellen zu aktivieren. 

Vergleich von autologen versus HLA-haplo-identische dendritische Zellen als Antigen 
prasentierende Zellen: 

Die vorstehend beschriebenen Experimente wurden dargelegt, urn die Verwendung von 
von nicht verwandten Spendern gewonnenen cRNA-gepulsten allogenen dendritischen 
Zellen zu etablieren, die nur HLA-A*020 1 -codierte Molekule mitTden reagierenden T- 
Zellen teilen. Danach besteht der nachste Schritt darin zu zeigen, daB HLA-hapIo- 
identische dendritische Zellen T-Zellen gegen Tumor-assoziierte Epitope primen konnen, 
die durch cRNA in die dendritischen Zellen iibertragen wurden. Diese Strategic wird ge- 
wahlt, weil HLA-haplo-identische DC drei Klasse I-Allele (HLA-A, B und C) und drei 
Klasse II-Allele (HLA-DR, DQ und DP) mit den T-Zellen teilen. Die unterschiedlichen 
Klasse I-Molekule konnen jeweils einen einzigartigen Peptidsatz binden und unterschiedli- 
che CDS+ CTL primen und die drei Klasse II-codierten Molekule binden ebenfalls jeweils 
unterschiedliche Peptidsatze, die sich von denjenigen der Klasse I-Molekule unterscheiden. 
Diese Klasse H-Peptid-Liganden aktivieren eine andere Ait von T-Lymphozyten, die CD4- 
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Zellen, die Zytokine bereitstellen konnen, die die optimale Entwicklung einer Immunreak- 
tion unterstutzen oder direkt als Effektorzellen fungieren (11). 

Die Experimente zur Untersuchung der Rolle von HLA-haplo-identischen dendritischea 
Zellen werden durch Vergleich von autologen dendritischen Zellen, die von normalen 
Kontroll-Spendem (Spender Nr. 1) prapariert wurden und von HLA-haplo-identischen 
dendritischen Zellen, die von einem ausgewahlten HLA-typisierten Familienmitglied 
(Spender 2) prapariert wurden, verglichen (dh. ein Elternteil oder Geschwister wird so 
ausgewahlt, daB er einen HLA-Haplotyp aufweist, den er mit dem Spender 1 teilt und der 
zweite HLA-Haplotyp dies em nicht entspricht, siehe Abb. 2). Von beiden Spendem prapa- 
rierte DCs werden mit cRNA von RCC-26 oder der Melanom-Linie gepulst Die sich er- 
gebenden DCs werden zuerst auf ihre Fahigkeit hin getestet, die Interferon-Gamma Sek- 
retion von Tyr F8 und TTL-26-Zellen wie vorstehend beschrieben zu stimulieren. Im 
nachsten Schritt werden PBL von Spender Nr. 1 in vitro mit cRNA-gepulsten autologen 
dendritischen Zellen oder den HLA-haplo-identischen dendritischen Zellen von Spender 2 
stimuliert Im AnschluB an zwei oder mehrere Runden der Restimulation wird das Vorhan- 
densein von T-Zellen, die durch unterschiedliche MHC-Molekule (sowohl Klasse I als 
auch Klasse II) prasentierte Epitope erkennen, durch Messen ihrer Interferon-Gamma- 
Sekretion im AnschluB an die Stimulierung mit cRNA-gepulsten autologen dendritischen 
Zellen in Abwesenheit und Anwesenheit spezifischer monoklonaler Antikdrper bestimmt. 
Die anti-MHC Klasse I-spezifischen monoklonalen Antikoiper (W6/32) werden Wechsel- 
wirkungen von CD8 + CTL mit den dendritischen Stellenzellen blockieren. Bine vermin- 
derte Interferon-Gamma-Sekretion in Gegenwart monoklonaler Antikoiper, die fur HLA- 
A, B oder C Molekule spezifisch sind, zeigt den Grad an, in dem CTL's, die ihre Peptide in 
Verbindung mit unterschiedlichen Klasse I-Molekulen erkennen, vorliegen. Das Vorliegen 
von Klasse H-restringierten CD4 + -Zellen kann durch denselben Ansatz beleuchtet werden, 
indem Klasse H-spezifische monoklonale Antikorper verwendet werden, die mit HLA-DR, 
DQ und DP-Moleklulen reagieren (17). 

Die erfindungsgemaBe Erzeugung von cRNA wird durch das nachfolgende FluBdiagramm 
veranschaulicht: 
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Flufldiagramm zur Herstellung von cRNA 

1 . Zuchten von Tumorzell-Linien in vitro (beispielsweise Melanomlinie 93 04. A 12 
und Nierenzellkarzinomlinie, RCC-26) 

2. Extrahieren von RNA aus den Tumorzell-Linien (beispielsweise unter Verwendung 
von Quigen "RNAEasy" Kit Nr. 75412) 

3 . Durchfuhrung einer Ers tstrang-cDNA-Synthes e (beispielsweise unter Verwendung 
von Clontech "Smart PCR" cDNA-Synthese Kit Nr. K1052) 

4. Durchfuhrung einer cDNA Amplification (beispielsweise unter Verwendung von 
Clontech "Smart PCR" cDNA-Synthese Kit Nr. K1052) 

5. Durchfuhrung einer in vitro Transkription von cDNA (beispielsweise unter Ver- 
wendung des "mMessage-mMachine" Kit Nr. 1344 von Ambion) 

6. Reinigen von cRNA (beispielsweise unter Verwendung des Quigen "RNAEasy" Kit 
Nr. 75142) 

7. Testen der Integritat der cRNA (beispielsweise unter Verwendung eines Peikin 
Elmer "One Step RT/PCR" Kits Nr. P/N 4308206) 
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PATENTANSPRtJCHE 

1 . Verwendung semi-allogener Antigen-prasentierender Zellen, in welche Proteine 
und/oder Peptide oder RNA oder DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder 
Peptide codieren, die in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die aus autologen 
Tumorzellen stammen, eingebracht sind, zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Tumorzellen umfassen: Zellen aus Karzinomen, bevorzugt Ovarial-, 
Mamma- und Nierenzellkarzinomen, Tumorzellen des blutbildenden Systems, be- 
vorzugt Zellen aus Leukamien und Lymphomen, Zellen aus mesenchymal en Tumo- 
ren, bevorzugt Sarkomen, Zellen aus epithelealen Tumoren, Zellen aus ektodenna- 
len Tumoren, bevorzugt Melanomen, und Zellen aus embryonalen Tumoren aus 
undifferenziertem Gewebe, bevorzugt Blastomen und Teratomen. 

3 . Verwendung nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen zur Behandlung von Tumo- 
ren eingesetzt werden, umfassend: Karzinome, bevorzugt Ovarial-, Mamma- und 
Nierenzellkarzinome, Tumore des blutbildenden Systems, bevorzugt Leukamien 
und Lymphome, mesenchymale Tumore, bevorzugt Sarkome, epitheleale Tumore, 
ektodermale Tumore, bevorzugt Melanome, und embryonale Tumore aus undiffe- 
renziertem Gewebe, bevorzugt Blastome und Teratome. 

4. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen von zwei unterschiedlichen semi- 
allogenen Individuen eingesetzt werden. 
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5. Verwendung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB RNA eingesetzt wird, die aus autologen Tumorzellen in cDNA rucktranskri- 
biert, diese cDNA mit Hilfe der PCR amplifiziert und anschlieBend die cDNA in 
RNA transkribiert wurde. 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen intravenos, subkutan oder 
intramuskular appliziert werden. 

7. Verwendung von semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen, in welchen Pro- 
teine und/oder Peptide oder RNA bzw. DNA oder cDNA, die fur diese Proteine 
und/oder Peptide codieren, die in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die aus 
autologen Tumorzellen stammen, in rekombinanter Form eingebracht sind. 

8 . Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB RNA oder DNA oder cDNA in die semi-allogenen Antigen-prasentierenden 
Zellen eingebracht ist, die fur tumordefinierte Antigene codiert, 
die tumordefinierten Antigene in den Tumorzellen uberexprimierte Antigene sind, 
und bevorzugt ausgewahlt werden aus Onkogenen, bevorzugt HBR2/neu, Protei- 
nen, die dem Tumor einen Wachstumsvorteil verschaffen und/oder sein Uberleben 
sichern, bevorzugt PSMA, Zellzyklusregulationsproteinen, Transkriptionsfaktoren, 
bevorzugt WT-1, Mucinen, bevorzugt MUC1, Proteinen, die in der Regulation der 
Zellteilung involviert sind, bevorzugt Telomerase. 

9. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antigen-prasentierenden Zellen dendritische Zellen oder Makrophagen 
sind. 



WO 02/074338 



22 



PCT/EP02/02595 



10. Verwendung semi-allogener Antigen-prasentierender Zellen, in welche Proteine 
und/oder Peptide oder RNA oder DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder 
Peptide codieren, aus mehreren unterschiedlichen Tumorzell-Linien eingebracht 
sind, zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 

1 1. Verwendung nach Anspruch 10, bei der gepoolte cRNA aus zwei oder drei unter- 
schiedlichen TumorzelUinien eingebracht wird. 

12. Verfahren zur Erzeugung von semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen, bei dem Proteine und/oder Peptide oder 
RNA oder DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder Peptide codieren, die 
in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die aus autologen Tumorzellen stam- 
men, in die semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen eingetoacht werden. 

13. Verfahren zur Erzeugung von semi-allogenen Antigen-prasentierenden Zellen zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen, bei dem Proteine und/oder Peptide oder 
RNA bzw. DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder Peptide codieren, aus 
mehreren unterschiedlichen Tumorzell-Linien in die semi-allogenen Antigen- 
prasentierenden Zellen eingebracht werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, 

daB zunachst RNA aus Tumorzellen in cDNA rixcktranskribiert, die cDNA mit Hil- 
fe der PCR amplifiziert und anschlieBend die cDNA in RNA transkribiert wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12-14, bei dem Antigen-prasentierende Zel- 
len von zwei unterschiedlichen semi-allogenen Individuen eingesetzt werden. 

16. Semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen, die durch eines der Verfahren nach 
Anspruch 12-15 gewinnbar sind 

17. Semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen, die Proteine und/oder Peptide oder 
RNA bzw. DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder Peptide codieren, die 
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in Tumorzellen uberexprimiert werden oder die aus autologen Tumorzellen stam- 
men, enthalten. 

1 8. Semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Proteine und/oder Peptide oder RNA oder DNA oder cDNA, die fur diese 
Proteine und/oder Peptide codieren, die in Tumorzellen uberexprimiert werden oder 
die aus autologen Tumorzellen stammen, ausgewahlt werden aus folgenden Tumor- 
zellen: Karzinomen, bevorzugt Ovarial-, Mamma- und Nierenzellkaranomen, Tu- 
morzellen des blutbildenden Systems, bevorzugt Zellen aus Leukamien und 
Lymphomen, Zellen aus mesenchymalen Tumoren, bevorzugt Sarkomen, Zellen 
aus epithelealen Tumoren, Zellen aus ektodemialen Tumoren, bevorzugt Melano- 
men, und Zellen aus embryonalen Tumoren aus undifferenziertem Gewebe, bevor- 
zugt Blastomen und Teratomen. 



19. Semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen, die Proteine und/oder Peptide oder 
RNA oder DNA oder cDNA, die fur diese Proteine und/oder Peptide codieren, aus 
mehreren unterschiedlichen Tumorzell-Linien enthalten. 

20. Semi-allogene Antigen-prasentierende Zellen nach Anspruch 16-19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antigen-prasentierenden Zellen dendritische Zellen oder Makrophagen 
sind. 

21. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend semi-allogene Antigen- 
prasentierende Zellen nach einem der Anspruche 16-20. 

22. Zusammensetzung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es sich urn eine Vakzine handelt. 
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